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最小単位は肝小葉 (Liver Lobule)と呼ばれ、図 1.1に示すような構造をなしている。 
 





























にα-fetoprotein (AFP) および albumin (ALB) の発現、コロニー形成能、in vitro での肝細胞
および胆管細胞への二分化能、移植後に成体肝臓を再構成する能力の有無などが評価基準
とされることが多い。特定のマーカー分子を指標として純粋な肝芽細胞を単離する試みが






表 1.1. 胎児肝における組織幹細胞の研究  
 
この報告を皮切りに CD45－ TER119－分画の中で c-Kit－ c-Met+ CD49f+/low 7, CD13+ 8, CD13+ 
c-Kit－ CD49f-/low CD133+ 9 などを指標とすることで肝芽細胞を単離することが出来るとい
う報告が次々となされた。一方で、単独のマーカーで肝芽細胞を単離できる指標として 
Delta-like 1 homolog (Dlk1)が報告された 10。Dlk1は発生段階が進むにつれてその発現量が低
下するが、E9 から E14.5 までの発生期における肝芽細胞の有用な指標として用いることが
出来る。また、Dlk1 と対を成すように発現量が変化する肝芽細胞マーカーとして Epithelial 
Cell Adhesion Molecule (EpCAM) がある。EpCAMは E11.5程度の発生期では Dlk1陽性肝芽
細胞において高発現しているが、E12.5/E13.5 付近でその発現量は急激に減少する 11。従っ
て比較的発生初期に存在する肝芽細胞を分取する上で有用なマーカーであると考えられる。






を示す細胞は human hepatic stem cells (hHpSCs) と呼ばれ、肝芽細胞のマーカーのひとつで
ある ALBを発現するものの、代表的なマーカーとされてきた AFPは陰性であることが分か
っている。NOD/SCID (NOD.CB17-Prkdcscid/J) マウスに hHpSCs を移植するとヒトタンパク
質を発現しながら成熟した肝臓組織へと分化することが可能であるが、マウスの肝芽細胞
同様やはり in vivoでの永続的な自己複製能は確認されなかった。 






図 1.2. 肝臓発生における分化系譜とマーカー分子の発現 





































功している報告においては、その指標として EpCAM 20、CD133 9,21、MIC1-1C3 (Integrin α3) 
22、 Lgr5 23 などが用いられている。注目すべき点は、これらの指標の殆どが胆管細胞のマ






Liver Stem/Progenitor Cells (LPC) と呼んでいる(図 1.3)。LPCという呼称の歴史的背景




(DDC)-containing dietおよび choline-deﬁcient ethionine-supplemented diet (CDE)と呼称される。
DDC によって誘導される障害は最初に胆道に病的状態を発生させるため、sclerosing 
cholangitis (硬化性胆管炎) もしくは biliary fibrosis (胆汁性肝線維症)のモデルとして分類さ
れる 24,25 。また CDEは肝細胞からの脂質輸送に介入して脂肪肝状態を作り出し、引き続い







こすマウスモデルが報告された 27。この新しい肝障害モデルでは LPC 由来の肝細胞がさか
んに分化する様子が観察され、肝臓全体の 25% に及ぶ肝細胞が LPC 由来のものに置き換
わったと報告されている。  








篤な障害をもたらす実験として DDC 投与モデルおよび CDE 含有食投与モデルの 2 つを用
いている。DDC 投与モデルはポルフィリン症モデルと呼ばれ、胆管周囲の線維化および細

































図 1.5に示すように、肝臓の再生には 2つの機序がある。CDEモデルも DDCモデルも、図
1.5 パターン 2 に挙げた LPC を介した再生が行われるモデルとして研究上有用なモデルと
される。 
 























































として、マウスにおける特殊な上皮細胞のことを広く指してつけられた名前が第 1 章 3 節
















1.6. Lutheran と Lamininについて 
本論文で特に着目する分子である Lutheran (Lu) は 1995年に Personsらによって胎児赤血球
から単離されたタイプ I 膜貫通タンパク質 (図 1.6) で、免疫グロブリンスーパーファミリ
ーに属する 40。Lu は成体赤血球にも発現しており、その遺伝子多型の組み合わせによって
一連の血液型システムを構築していることが知られている。また、Basal Cell Adhesion 
Molecule（BCAM）とスプライシングアイソフォームの関係にあり、どちらも同じ遺伝子か




を扱うため、便宜的に Lu/BCAMをあわせて Luと呼称する。 
Lu/BCAMはその機能として、Laminin 511を取り合う形で Integrinα 3β1および Integrin α5β1
図 1.6. Lutheran分子の構造模式図 
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（Integrinについては次節に詳述する）を競合的に阻害（図 1.7）するという報告がある 42 。
その細胞外機能に着目したとき BCAM および Lu に違いはないものとされ、またマウスの
体細胞において BCAM は Lu に比べて発現量が著しく少ないとされる 41。従って本研究で
は Lu の呼称によって Lu/BCAM 双方を同時に指して扱うが、基本的に Lu に着目したもの
となっている。その後の詳細な解析によって、Lu は Laminin α5 鎖 (Lama5) に結合するこ
とが示された 43。Laminin はα鎖、β鎖、γ鎖の 3 種類のタンパク質の複合体であり、そのそ
れぞれの構成タンパク質にはファミリー分子として複数のメンバーを持つ。Lamininの三量













図 1.7. Lutheranによる ITGB1競合阻害の模式図 
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1.7. Integrinと Lamininについて 
Integrinはα鎖およびβ鎖からなる複合体を形成する膜貫通タンパク質であり、細胞外マトリ
クス（ECM: Extracellular Matrix）のレセプターである。Laminin 511のレセプターのひとつ
である Integrin β1 (ITGB1) 複合体は肝臓において胆管に発現することが知られている。
Integrin はα鎖とβ鎖の組み合わせによって認識する ECM の種類が異なることが分かってお
り 45、本論文では Laminin511を認識可能である Integrin α3β1および Integrin α6β1に特に注
目して研究を行っている。ITGB1がECMに含まれる Laminin 511と適切に結合することは、
発生において上皮細胞からなる組織構造の適切な形成に重要であることが複数報告されて
いる 46–49。こうした報告の多くは ITGB1と Laminin 511の相互作用が正常な発生・組織構成
に必須であるということを示すものの、その具体的な分子機序に関する検証はあまり行わ
れていない。Lamininと ITGB1が結合した際に、細胞内で Rac1 (RAS-related C3 botulinus 
toxin substrate 1) の活性化が起きることが正しい細胞極性を得る上で重要であるとの報
告 46 や、ITGB1と Lama5の相互作用によって何らかのシグナルが伝達された結果 FGFR 











う複雑性がある。例えば ECMと ITGB1の結合について考えたとき、 結合によって細胞内
シグナルが伝達された結果細胞が運動性を発揮し得る分子プロファイルを持ったとしても、
ECM と ITGB1 の結合が余りに強固であると細胞はその場に釘付けになってしまい結果的
に遊走することが出来ない 51。 
Lamininと同様に ECMを構成する Fibronectin (Fn) は Lama5と同様に ITGB1のリガンドで
あるが、何らかの未知の機構によって Fnから入るシグナルと Lama5から入るシグナルは別
の経路を取るという報告がある 52。この報告によれば、ITGB1の下流として知られる Focal 
adhesion kinase (FAK) や p130 Crk-associated substrate protein (p130Cas) は ECMからの ITGB1
シグナルによってリン酸化されることが知られていたが、FAK のリン酸化は Fn および
Lama5 のどちらからのシグナルでもリン酸化されるのに対して、p130Cas は Lama5 から入




























の実験系を確立するために、Lutheran ノックアウトマウスを CRISPR-Cas9 技術によって作
製した。作製にあたっては熊本大学の大村谷昌樹 准教授に全面的に協力をいただいた。 
  







実験動物には C57BL/6Jオスマウス（日本クレア）を用い、明期 12時間、暗期 12時間の
サイクルを維持した SPF環境下で 4週齢もしくは 5週齢になるまで通常餌・水を自由摂取
で与えた。肝障害を誘導する際は DDC(3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine) 0.1%含
有食（日本クレア, F4643）もしくはコリン欠乏-エチオニン添加食（MP biomedicals, 960214）
を 5週齢もしくは 6週齢から 3週間与え続ける方法を用いた。Lutheranノックアウトマウ
ス（LuKO）は CRISPR-Cas9 システムによって熊本大学 大村谷准教授のもと作製した。
ガイド RNA配列は 配列 1: gtggcggcagtgactgagcc 、 配列 2: aaccccctgacgcccgcgcaを使用
し、Cas9 mRNA と共に C57BL/6J 系統の ES 細胞にエレクトロポレーションすることで
Lutheran遺伝子の第 1エキソンをターゲットとした。ゲノミック PCRにより欠失による
フレームシフトを持つ ES 細胞を選別し、個体化した。生殖細胞系列伝達（germline 





マウス肝臓左葉を切り取って O.C.T. compound（Sakura Finetek Japan, 4583）に包埋し、液体
窒素を用いて急速に冷却した。この包埋ブロックをクライオスタット HM525（Thermo 
Scientific）で 8 μm薄切標本化し、染色した。固定には 4%パラホルムアルデヒド水溶液を用
いて室温で 30分間、もしくはアセトン（Wako, 016-00346）を用いて 4 °Cで一晩固定する方
法を取った。ブロッキングには 10%スキムミルク水溶液を用いて室温で 1 時間反応させる
方法を取った。蛍光免疫組織化学にあたって使用した抗体とその濃度は 抗 CK19 抗体（ウ
サギ由来, 1.0 mg/mL, 研究室で精製, 1000倍希釈で使用）、 抗 EpCAM抗体（ラット由来, 0.5 
mg/mL, 研究室で精製, 500倍希釈で使用）、抗 EpCAM抗体（ウサギ由来, 1.0 mg/mL, abcam, 
ab71916, 500倍希釈で使用）、 抗 Lutheran抗体（ラット由来, 0.5 mg/mL, 研究室で精製, 500
倍希釈で使用）、抗マウス Laminin 511抗体（200倍希釈で使用, 吉川大和准教授より分与）。
EpCAMと Luの共染色に 2次抗体 anti-rabbit IgG Alexa Fluor 555 (2 mg/mL, ThermoFisher) お
よび anti-rat IgG Alexa Fluor 488(2 mg/mL, ThermoFisher)を 500 倍希釈で用い、EpCAM と
Lama5の共染色に anti-rat IgG Alexa Fluor 555 (2 mg/mL, ThermoFisher) および anti-rabbit IgG 
Alexa Fluor 488 (2 mg/mL, ThermoFisher)を 500倍希釈で用いた。細胞の核を染色するために
Hoechst 33342 (10 mg/mL, ThermoFisher, H3570)を 1000倍希釈で用いた。LPCが門脈からど





LPCまでの距離 Dは式 2.1のとおりに計算した。  
D = D3 - r = D3 - (D1 + D2) / 2 (式 2.1) 
尚、有意差検定には ONE-way ANOVAを用いた。 
 
 
b. RNA抽出および逆転写, 定量的リアルタイム PCR 
肝臓の組織破砕には FastPrep24 (MP Biomedicals) を用いて 4 °C低温室中で 30秒から 1分間
破砕を行った。RNA抽出はカラム精製式の ISOSPIN Cell & Tissue RNA (NIPPON GENE)キ
ットを用い、製造者の手引きに則って行った。RNAから cDNAを逆転写する際は PrimeScript 
RT Master Mix (Takara-bio) を製造者の手引きに則って用いて、1 μg の RNA を鋳型として
37 °C 15分、85 °C 5秒の反応によって逆転写した。得られた反応液は蒸留水で 10倍に希釈
し、－20 °C にて保存した。定量的リアルタイム PCR は LightCycler480 および Universal 
Probe Library (Roche) システムを使用して相対定量を行った。使用プライマーは Lama5-
Forward: GGCCTGGAGTACAATGAGGT、  Lama5-Reverse: CACATAGGCCACATGGAACA 






針（TERUMO）を装着したチューブを用い、肝門脈を介して 1分間に 2mL程度の速度で 2
図 2.1. 遠位 LPCの門脈からの距離測定 
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段階に分けて行った。1段階目は市販のLiver Perfusion Medium （Gibco, 17701-038） を37  °C
に温めてマウス 1匹あたり 20 mLを流した。2段階目は研究室で調製した灌流液を 37 °Cに
温めてマウス 1匹あたり 25 mLを流した。灌流が終わった肝臓は胆のうと肝外胆管を注意
深く取り除いたうえで PBSにて血液を洗浄し、10%の FBSを含む冷 DMEM（Sigma, D5796）
で満たしたガラス皿上でメスを用いて物理的に破砕した。さらに細胞分散を促すためにガ
ラスピペットで丁寧にピペッティングを行い、その後 70 μm メッシュ間隔のセルストレイ
ナー（Sartorius stedim, 16534K）を通して細胞を回収した。この段階で残っている組織片に
ついては 2段階目の灌流液と同組成の溶液中で 37 °Cに保ち, 15分間泡立たない程度に撹拌
することでさらに消化し、同様にセルストレイナーを通して回収した。回収した細胞から肝
実質細胞を取り除くために試験管遠心機（himac CF7D, HITACHI）を用いて 100 Gで 2分間
遠心分離し、その上澄みを回収することを 3回繰り返した。630 G, 4 °Cで 5分間遠心分離
して細胞ペレットを回収したのち、細胞を 22.5% Percoll （GE Healthcare, 17-0891-01）/PBS
溶液に懸濁して比重遠心を 630 G , 4 °Cで 5分間行って細胞ペレットを回収した。残留Percoll 




回収した細胞は 300 μLの 3% FBS/PBSに懸濁したのち 3 μLの FcRブロッカー(BioLegend)
を加え氷上で 15 分間反応させた。反応後、FITC 結合 抗 EpCAM 抗体（ラット由来, 0.5 
mg/mL, 研究室で精製, 500倍希釈で使用）を 3 μL加え、氷上でさらに 20分間反応させた。
10 mLのMACSバッファー（Miltenyi Biotec, 130-091-222）を加えて抗体を十分に希釈し、
630 G で 5分間遠心して細胞ペレットを回収した。細胞を 360 μLのMACSバッファーに懸
濁したのち、40 μLの anti-FITC Microbeads（Miltenyi Biotec, 130-048-701）を加えて 4  °Cで
15分間反応させた。10 mLのMACSバッファーを加えてマイクロビーズを十分に希釈し、
630 G で 5分間遠心して細胞ペレットを回収した。細胞を 1 mLの MACSバッファーで懸
濁して Auto MACS pro（Miltenyi Biotec）の Possel S モードで処理し、EpCAM陽性細胞を濃
縮した。濃縮後の細胞は 3% FBS/PBS 10 mLに懸濁し、630 G , 4 °Cで 5分間遠心して細胞
ペレットを回収した。300 μLの 3% FBS/PBSに懸濁し、抗 Lutheran抗体（biotin結合済、0.5 
mg/mL, 研究室で精製）3 μLを加えて氷上で 15分間反応させた。10 mLの 3% FBS/PBSで
十分に希釈し、630 G , 4 °Cで 5分間遠心して細胞ペレットを回収した。300 μLの 3% FBS/PBS
に懸濁し、Streptavidin – conjugated APC（0.2 mg/mL, BD Pharmingen, 554067）1μLを加えて
氷上で 15分間反応させた。10 mLの 3% FBS/PBSで十分に希釈し、630 G , 4 °Cで 5分間遠
心して細胞ペレットを回収した。細胞を 500倍希釈 propidium iodide溶液（P3566, SIGMA）








CellMatrix Type I-C Collagen（Nitta Gelatin）を製造者による手引きどおり 20倍希釈にて培養
皿をコーティングし、その後 PBS による洗浄を 2 回行った。William’s E medium（Gibco, 
12551-032）を基本培地として 10% FBS（Gibco）、10 mM nicotinamide（Sigma, N0636）、GlutaMax
（x100で使用, Life Technologies）、0.2 mM ascorbic acid 2-phosphate（Sigma, A-8960）、20 mM 
Hepes（Gibco 15630-080）、1 mM sodium pyruvate（Sigma, S8636）、0.15% NaHCO3（Wako, 191-
01305）、14 mM d-glucose（Wako, 049-31165）、50 μg/mL gentamicin（Wako, 1405-41-0）、1×
ITS（Gibco, 51500-056）、10 ng/mL EGF（PeproTech）、10 ng/mL HGF（PeproTech）、10-7 M 
dexamethasone となるよう各種添加物を混合した培養液（維持培地）で培養した。ソーティ
ングされる細胞が 1×105個以下の場合は 60 mmφの培養皿、それ以上の場合は 100 mmφの
培養皿を用いた。培養された細胞は平面接着培養により 20 代程度まで継代可能であるが、





（Gibco, 25200-056）を満たした状態で 37 °Cに設定した CO2インキュベータで 10分から 30
分間静置して細胞を剥離した。剥離した細胞は十分量の冷 3%FBS/PBSに懸濁し、遠心によ




Tek Chamber Slide (177429, ThermoFisher)に培養 LPCを維持培地で播種し、72時間後に培地
を除いて氷上で 4％パラホルムアルデヒド溶液に 5 分間反応させて固定した。Alexa Fluor 
488 Phalloidin (Thermo Fisher) を 3% FBS/PBSに 500倍希釈して室温で 1時間反応させた。
PBSで 2回洗浄し、核の染色に Hoechst 33342 (10 mg/mL, ThermoFisher)を PBSに 1000倍希
釈して室温で 5 分反応させた。PBS で 1 回洗浄し、チャンバースライドの外壁を取り除い
てカバーグラスをかけてサンプルスライドとした。培養細胞のフローサイトメトリー解析
にあたっては、培地除去後 PBSによって 1回洗浄し、抗原性維持能力の高いAccutase (Nacalai 
Tesque) を細胞剥離に用いた。Accutaseは室温 30分間反応させ、剥離した細胞は 3% FBS/PBS
で回収して 630 G , 4 °Cで 5分間遠心して細胞ペレットを回収した。単染色に用いた 1次抗
体は全て氷上で 30 分間反応させた。抗体は PE-anti-Sca1 antibody (0.2 mg/mL, 108107, 
BioLegend, 400倍希釈で使用), Anti-CD24-APC (0.2 mg/mL, 130-102-731, Miltenyi Biotec, 400
倍希釈で使用), Anti-CD71-APC (0.2 mg/mL, 130-109-632, Miltenyi Biotec, 400倍希釈で使用), 
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Anti-CD44-PE (0.2 mg/mL, 130-110-117, Miltenyi Biotec, 400倍で使用),を用い、2次抗体は使
用しなかった。EpCAMと Luの共染色には 1次抗体には FITC結合済み EpCAM抗体（ラッ
ト由来）および Biotin結合済み抗 Lu抗体（ラット由来）をそれぞれ 500倍希釈および 100
倍希釈で用い、氷上で 20 分反応させた。3% FBS/PBS による洗浄を 1 回行った後に
Streptavidin–conjugated APC (BD Pharmingen)を 500倍希釈で用い、氷上で 15分反応させた。
3% FBS/PBSで 1回洗浄し、630 G , 4 °Cで 5分間遠心して細胞ペレットを回収した。細胞





トを用いて行った。まず細胞を 100 mmφ培養皿で 100%コンフルエントになるまで維持培
地で培養し、剥離・回収した細胞を維持培地 15 mLに懸濁する。この懸濁液を 500 μLずつ
24 穴細胞培養プレートに播種すると 90%コンフルエントになるので、接着し 100%コンフ
ルエントになるまで一晩培養する。細胞密度を確認したのち mitomycin C（Wako, 134-07911）
を 10 μg/mL となるように加えて 150 分間処理して細胞分裂を停止させた。最大容量 1 mL
のピペットチップ（WATSON）先端で培養皿をひっかいて細胞を物理的に剥離させ、再接着
を防ぐために培地を取り除いて PBS による洗浄を 1 回行った。細胞増殖因子である ITS、
EGF、HGF、dexamethasoneを含まない維持培地を 500 μL加えて 4日間培養した。ITGB1中
和抗体を投与する場合はこの時点で Hamster Anti-Rat CD29 (1.0 mg/mL, 555002, BD 
Pharmingen) 抗体を 1 μg/mL となるよう添加し、コントロールとなるウェルには Hamster 
IgM (1.0 mg/mL, 553957, BD Pharmingen) 抗体を 1 μg/mL となるよう添加した。 1日ごとに
細胞が移動する様子を明視野倒立位相差顕微鏡 AxioObserver Z1（Zeiss）で撮影した。解析
はスクラッチした日を Day 0として、Day 0, Day 1それぞれの細胞剥離部の幅を写真 1枚あ
たり 3箇所計測して平均の値を出し、この値について Day 0と Day 1での差を算出し、それ




3次元培養にあたってはMatrigel GFR（Corning, 356230）と Cell Matrix TypeI-A（Nitta Gelatin）





層に重層して培養を行った。ITGB1中和抗体を投与する場合はこの時点で Hamster Anti-Rat 
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CD29 (1.0 mg/mL, 555002, BD Pharmingen) 抗体を 5 μg/mL となるよう添加し、コントロール
となるウェルには Hamster IgM (1.0 mg/mL, 553957, BD Pharmingen) 抗体を 5 μg/mL となる
よう添加した。また、ITGB1活性化抗体を投与する場合は TS2/16 (303010, Biolegend) 抗
体を 50 μg/mL となるよう添加し、コントロールとなるウェルにはmouse IgG1, κ isotype 
control (401404, Biolegend) 抗体を 50 μg/mL となるよう添加した。 
 
2.5. 分子クローニングと強制発現 
マウス Lutheran のクローニングに用いたプライマーの配列はフォワードプライマー: 
CTCGAGTCACTGCCGCCACTGCAG 、リバースプライマー: GTCGACTTACATTCCCTGGA 
GGAAG である（北海道システムサイエンス）。PCR は Blend Taq（TOYOBO）試薬を用い
て行い、プレ熱変性ステップ 95 °C 2分間、熱変性 95 °C 30秒間、アニーリング 54 °C 30秒
間、伸長反応 72 °C 2分間で、熱変性、アニーリング、伸長反応を 40サイクル繰り返し、最
後に 72 °C 7分間の伸長反応を行った。テンプレートは CDEを 3週間投与したマウスの肝
臓から第 2 章 2 節のとおり抽出した cDNA を 1 μL、プライマーはあらかじめ蒸留水で 10 
μMに調製し、フォワード・リバースそれぞれ 1 μLずつ用い、全量 20 μLにて行った。PCR
産物はゲル電気泳動ののち目的とするバンド（2128 bp）を切り出し、DNA 精製キット
NucleoSpin（TAKARA bio）を用いて精製した。精製DNA断片は pGEM-T Easy System（Promega）
を用いて TAクローニングし、大腸菌株 DH5αにトランスフォーメーション後 LB培地プレ
ート上に播種した。コロニーを選択し培養後、プラスミド精製を行って pGEM-mLuを得た。
pGEM-mLuを NotI（Takara bio）で処理してマルチクローニングサイトから切り出し、XhoI
と SalI（Takara bio）の組み合わせで処理したインサート断片を用意し、pMxs-IG ベクター
（東京大学医科学研究所 北村俊雄教授より分与, RTV-013, Cell Bio Labs）のマルチクローニ
ングサイト（ BamHI, EcoRI, XhoI, NotI, SnaBI ）を EcoRIと XhoIで処理し、EcoRIと SalI
が Compatible なハンガー配列を持つことを利用して先に用意したインサートを組み込み、
発現ベクターpMxs-mLu-IG を得た。完成したベクターは Platinum-E 細胞にリポフェクショ
ンし、その後 2 章 4 節にて前述した肝幹・前駆細胞株の維持培地へ培地交換を行ってレト











3.1. Lutheranは新規 LPCマーカーである 
CDE投与モデルと DDC投与モデルの間の LPC応答の違いを調べるために、典型的な LPC
マーカーのひとつである Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM) の免疫組織化学染色を
行った。DDC 3週間投与マウスの肝臓（図 3.1a）では LPCが明瞭な管腔構造をなして門脈





を認識（図 3.2a）する抗体として 10-5抗体を樹立しており(寄託先: MBL, Code No.: D295-3, 
Clone: 10-5)、この抗体が認識する抗原として Lutheran (Lu) を同定していた。臓器が再生す
る過程では、発生時の未分化細胞特異的マーカーが再生時に再び発現上昇してくることが
少なくないため、Lutheran の発現様式を成体肝臓の障害モデルにおいて検証した。この in 
vivoの実験から、CDE投与モデルマウスの LPC（図 3.2b）は Lutheranを高発現して門脈か
ら離れた領域へと遊走するのに対し、DDC投与モデルマウスの LPC（図 3.2b）は Lutheran
の発現量が低く、門脈に近い領域で比較的大きな管腔を形成することがわかった。 
更に LPCの分子発現様式を 1細胞レベルで詳細に解析するために、CDE投与モデルと DDC
投与モデルのマウス肝臓細胞を灌流法によって分散し、細胞を回収して FACS 解析を行っ
た。免疫染色では Lu の発現に強・中・弱/陰性の違いがあるように観察されたため、FACS
解析でも発現量を High, Middle, Lowの 3段階に分類した。その結果、既知の LPCマーカー
である EpCAMを発現する細胞集団は、CDE投与モデルでは Lu強陽性細胞が大部分である
（図 3.3b）のに対して、DDC投与モデルでは Lu中陽性集団と Lu陰性集団が大部分である
（図 3.3d）ことが示され、免疫組織化学染色とほぼ一致する結果となった。以上の結果か
ら、2 つの肝障害モデル間で LPC が細胞としての性質を異にしていることが十分に予想さ
れた。そこで、組織学的な LPCの運動能や管腔形成能の違いは Luの発現量の違いにより規
定されるという仮説を立てた。これを検証するため次に Lu の発現量が異なる LPC の培養
を試みた。 
  
図 3.1. 重篤な肝障害における偽胆管増生のようす 
(a) DDC3週間投与モデルマウス肝臓の EpCAMに対する免疫組織化学染色, (b) CDE 3週間投与モデルマウス




図 3.2. 免疫組織化学染色による障害肝における Lutheranの発現解析 （既報 55より引用） 
(a) E14.5胎児肝のフローサイトメトリー解析, (b) CDE 3週間投与マウス肝臓および DDC 3
週間投与マウス肝臓の切片における EpCAMおよび Lu に対する免疫組織化学染色. スケー























図 3.3. フローサイトメトリーによる EpCAM陽性 LPCにおける Lutheranの発現解析 
CDE 3 週間投与マウス肝臓における EpCAM 陽性細胞のフローサイトメトリー解析, (a) ア
イソタイプコントロール, (b) および Luに対する染色. DDC 3週間投与マウス肝臓における





3.2. Lutheranを指標とした LPCの単離と細胞株の樹立 
セルソーターを用いて CDE障害肝の EpCAM陽性細胞のうち Lu高発現細胞集団（図 3.4a, 









長方向へと伸ばして移動が起きるとされており、以上の結果をふまえると CELN と CELP
の間には細胞の移動・遊走能に関して違いがあることが予想された。これを検証するため次
にスクラッチアッセイによる実験を行った。実験に先立ち、樹立した細胞株について Luお
















図 3.4. 肝幹・前駆細胞の分取および培養 （既報 55より一部引用） 
Lu強陽性細胞株（CELP）、（a）低倍率および（b）高倍率の明視野顕微鏡画像. Luをほとん
ど発現しない細胞株（CELN）、（c）低倍率および（d）高倍率の明視野顕微鏡画像. CELPの
F-アクチン、Hoechst 染色画像 (e) 低倍率および (f) 高倍率. CELP の F-アクチン、Hoechst





図 3.5. 樹立した肝幹・前駆細胞株の幹細胞マーカー発現 (既報 55より引用) 





3.3. Lutheranを高発現する LPCは運動・遊走能が高い 
CELPと CELNの運動・遊走能をスクラッチアッセイによって評価した。あらかじめ細胞の
増殖を停止させたうえで、細胞をスクラッチした直後（Day 0）から観察していくと、明視
野下で明らかに CELP の移動が CELN より顕著であることが確認できた（図 3.6）。この結
果は統計的に有意な差であることが示された（図 3.7）。以上のことから 2次元培養系におい
























図 3.6. CELPおよび CELNに対するスクラッチアッセイ （既報 55より引用） 
(a) CELPの Day 0, 1, 2における明視野像 (b) CELPの Day 0, 1, 2における明視野像. 点線は
細胞の境界. スケールバー: 200 μm.  (c) CELN の移動度を 1とした CELP の相対的な移動





3.4. Lutheranの発現量が低い LPCは管腔構造を作りやすい 
Lu発現が高い CDE投与モデルの LPCは細く伸びるような形態をなすのに対して、Lu発現
が低い DDC 投与モデルの LPC は明瞭な管腔構造をなすことを前述した。こうした管腔形
成能の違いが Luの発現量によって規定される可能性を検証するために、CELPと CELNを




（Aggregation）、小さなシスト (腔内径 1 - 10 μm) 、大きなシスト(腔内径 > 10 μm)の 3タ
イプに分別して定量し、積み上げグラフを作成すると以下のように表された (図 3.8e) 。 以




















図 3.8. CELPおよび CELN の 3次元培養（既報 55より引用） 
(a,c) Day 4, Day 6の CELNの明視野像 (b, d) Day 4, Day 6の CELPの明視野像、多数の内腔
構造が確認できる. (e) Day 6における定量結果. 矢印: シスト構造、 矢頭: アグリゲーショ




3.5. Lutheranは LPCの性状を制御する 
LPC の性状が Lu によって制御されている可能性を検証するため、Lu の発現が低い細胞株
である CELNに対して Luを強制発現させた安定株 CELN-Luを樹立した（図 3.9 a）。また、
コントロールとしてGFPを強制発現させた安定株 CELN-GFPを同時に樹立した（図 3.9 b）。
CELN-GFPと CELN-Luの間にどのような差異が存在するかを、2次元培養および 3次元培
養の実験系で検証した。その結果、2 次元培養における細胞形態として CELN-GFP は親株
である CELNと同様に丸く整った細胞形態をとる（図 3.9 c）のに対して CELN-Luは CELP
に類似した不定形の紡錘型細胞形態をとることが分かった（図 3.9 d）。 
 
まず Luが LPCの運動能を制御するかどうかを検証するため、CELN-GFPおよび CELN-Lu
をスクラッチアッセイの系に供した。その結果、CELN-GFP (図 3.10a) に対して CELN-Lu 
(図 3.10b) で顕著な運動能の亢進が認められた。またこれらの差は統計的に有意な差であ
った (図 3.10c)。次に Lu が LPC の管腔形成能を制御することを検証するため CELN-GFP
および CELN-Luを 3次元培養の系に供した。すると CELN-GFP (図 3.11a, c) がシスト構造
を作るのに対して、CELN-Lu (図 3.11b, d) ではシスト構造が殆ど見られなかった。以上の
ことから、Lu の強制発現によって CELN の運動能亢進および管腔形成能の減弱が起き、
CELP 様の細胞の性質が獲得されたことがわかった。この様子を凝集塊（Aggregation）、小
さなシスト (腔内径 1 - 10 μm) 、大きなシスト(腔内径 > 10 μm)の 3タイプに分別して定量
し、積み上げグラフを作成すると以下のように表された (図 3.11e) 。  
図 3.9. CELN-GFPと CELN-Lu の細胞形態（既報 55より引用） 
 (a) CELN-GFPの GFPおよび Lu発現のフローサイトメトリー解析. (b) CELN-Luの GFPおよび Lu発




















図 3.10. CELN-GFPと CELN-Lu のスクラッチアッセイ（既報 55より引用） 
(a) CELN-GFPの Day0, Day1, Day2 の明視野像 (b) CELN-Luの Day0, Day1, Day2 の明視野
像、(c) CELN-GFPを１とした相対的な移動度 (day 1). スケールバー: 100 μm. エラーバー: 

























図 3.11. CELN-GFP及び CELN-Luの 3次元培養（既報 55より引用） 
(a, c) CELN-GFP、(b, d) CELN-Luの 3次元培養での明視野顕微鏡像。培養 6日目.  上段パ
ネル群は低倍率画像を示し、下段パネル群は高倍率画像を示す. (e) Day 6における定量結果.




3.6. Integrinと Lamininを介した Lutheranの機能 
CELPや CELN-Luの細胞膜に Luが存在することを考慮すると、これらの細胞では
Lamininと ITGB1の接着を Luが競合的に阻害することによって ITGB1の機能が減弱して
いることが考えられる。Lutheranによる LPCの機能制御がこのような ITGB1と Lamininを
介したものであるならば、ITGB1の機能を阻害することにより CELNの性質が CELP様に
変化することが予想される。これを検証するために、ITGB1の中和抗体を用いた機能阻害




する実験を行うと、中和抗体が添加されていない群 (図 3.12a) に対して中和抗体を添加し
た群 (図 3.12b) では運動能の亢進が見られ、統計上では有意ではないものの観察と一致し
た傾向が認められた (図 3.12c)。同様の抗体添加を CELNの 3次元培養においても行う
と、中和抗体が添加されていない群 (図 3.13a, c) ではシスト構造が多数観察されるのに対
して中和抗体を添加した群 (図 3.13b, d) ではシスト構造が殆ど見られず、そのかわりに
細胞の凝集塊（アグリゲーション）が観察された。また、この 3次元培養の様子を凝集塊
（Aggregation）、小さなシスト (腔内径 1 - 10 μm) 、大きなシスト(腔内径 > 10 μm)の 3タ






験を行った。具体的には、仮説上 ITGB1の機能が阻害されていると考えられる CELPの 3
次元培養に対して ITGB1活性化抗体を投与することで CELPが CELN様の形質を獲得する
かどうかを検証した。その結果、活性化抗体が添加されていない群 (図 3.13f) では細胞の
凝集塊が多数形成されているのに対して、活性化抗体を添加した群 (図 3.13g) ではシスト
構造の増加傾向が確認された。この 3次元培養の様子を凝集塊（Aggregation）、小さなシ
スト (腔内径 1 - 10 μm) 、大きなシスト(腔内径 > 10 μm)の 3タイプに分別して定量し、
積み上げグラフを作成すると以下のように表された (図 3.13h) 。この結果は ITGB1の活
性化が CELPの形質を CELN様にシフトさせたことを示唆している。従って、やはり Lu
























図 3.12. CELNのスクラッチアッセイ（既報 55より引用） 
（a）対照サンプルとしてハムスターIgGを投与した CELN、および（b）α-Itgb1中和抗体を
投与した CELN、の明視野顕微鏡像.  上部パネル：0日目、中部パネル：1日目、下部パネ
ル：2日目。点線：細胞境界. スケールバー：200 μm. （c）相対的な移動距離．  エラーバ







































図 3.13. CELNの 3次元培養 （既報 55より引用） 
CELNの 3次元培養での明視野顕微鏡像. (a, c) コントロール群, (b, d) ITGB1中和抗体投与
群. (e) Day 6における定量結果. 
CELPの 3次元培養での明視野顕微鏡像. (f)コントロール群, (g) ITGB1活性化抗体投与群. (h) 




3.7. Laminin 511 は LPC周囲に常に存在する 
Luによる ITGB1阻害作用が発揮されるためには Laminin α5 (Lama5) が ECMとして細胞の
ごく近傍に存在することが必要となる。従って次に肝臓における Lama5 の発現について検
討した。蛍光免疫組織化学染色によって Laminin 511の構成分子である Lama5の発現を CDE
投与モデルとDDC投与モデルの肝臓で調べると、どちらの肝障害モデルにおいてもEpCAM
陽性 LPCの周囲に常に Lama5が存在する（図 3.14a - f）ことが分かった。また、それぞれ
の障害肝から EpCAM 陽性細胞をセルソーティングして cDNA を調製し、それをテンプレ
ートとして定量的 PCR を行うとどちらのサンプルでも Lama5 の mRNA の存在が確かめら






















図 3.14. LPCにおける Lama5の発現 (既報 55より引用)  
(a, b, c) CDE 3週間投与モデルにおける EpCAMと Lama5の蛍光免疫組織化学染色 (d, e, f) 
DDC 3週間投与モデルにおける EpCAMと Lama5の蛍光免疫組織化学染色. スケールバー: 
100 μm. (g) CDE 3週間投与または DDC 3週間投与モデルの肝臓を灌流し、セルソーターに
て EpCAM陽性分画を得、そのサンプルから得た cDNAを用いて Lama5の qPCRを行った. 




ここまでの研究によって Lu が LPC の性状を制御することが出来る機能性マーカーである
ことが明らかとなった。こうした Luの機能が in vivoで実際に発揮されているかどうかを検
証するため、Luノックアウトマウス（Lu KO）を作製した (図 3.15a)。CDE 3週間投与モデ
ルの肝臓を EpCAMおよび Luで免疫染色すると、野生型マウスではここまでに報告した通
りの Lu 発現が確認された(図 3.15 b-d)が、Lu KO マウスでは Lu の発現が検出されないこ
とを確認した(図 3.15 e-f)。Lu KOマウスは発生から成体に到るまで体長、表皮の様子や内
臓に外見的な異常は見られず、生殖能力も備えており繁殖可能であった。 
野生型マウスと Lu KOマウスに同じ条件で CDE投与または DDC投与を 3週間行った。ま
ず EpCAMによる LPCの染色像を概観すると、観察された LPCに関して、門脈域からどの
程度離れた領域まで到達したかを定量した。すると CDE投与モデルにおいて野生型の著し
い LPCの増殖・遊走が観察される（図 3.16a）のに対して、Lu KOマウスでは LPCの遊走
が起きず、門脈の周囲を取り囲むように LPCの増殖が起きていることが分かった（図 3.16b）。


















図 3.15. Lutheranノックアウトマウスの作製 (既報 55より引用) 
(a) 詳細なノックアウト部位の図. 野生型マウス CDE 3週間投与モデル肝臓を蛍光免疫組織
化学染色した図 (b) マージ, (c) EpCAM, (d) Lu. Luノックアウトマウス CDE3週間投与モデ







なお、CDE投与モデルの LPCの増殖に関して野生型と Lu KOマウスとの間で有意な差がな

























図 3.16. 障害肝における LPCの門脈からの距離 (既報 55より一部引用) 
EpCAM および Hoechst の蛍光免疫組織化学染色、(a) CDE3 週間投与野生型マウスおよび 
(b) Lu ノックアウトマウスの肝臓切片. (c) DDC3 週間投与野生型マウスおよび (d) Lu ノッ
クアウトマウスの肝臓切片. スケールバ ：ー100 μm. (e) 門脈からの LPC距離の定量分析. 野
生型マウス DDC3週間投与モデルの値を１として正規化. N = 5. (f) 野生型および Lu KOマ











再生の制御が Lu によって行われている可能性を読み取ることができる。こうした Lu の発
現量制御がどのように行われているかについてはほとんど分かっていない。Lu の上流領域
に CACC box および GATA1結合領域と呼ばれる転写調節領域が存在（図 4.1）することが
報告されており、この領域に KLFファミリータンパク質が結合することで発生期の赤血球
で Lu の発現上昇が起きることが示唆されている 56,57。また、膀胱がんの細胞において H-














図 4.1. Luの既知のプロモーター領域 
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4.2. DAPMsと ECMの関連性に由来する Luの間接的な発現制御に関する考察 
障害の違いに着目して Lu の発現制御を考察すると、例えば CDE 投与モデルは非アルコー
ル性脂肪性肝炎 nonalcoholic steatohepatitis (NASH) モデル、対して DDC投与モデルは原発
性硬化性胆管炎 primary sclerosing cholangitis (PSC) モデルである。NASH は肝細胞の FAS 
(human fibroblast cell strain-7 - associated surface antigen) 発現上昇とアポトーシスを特徴とし
64,65、PSC は胆管細胞のアポトーシスを特徴とする 66,67。細胞が障害を受けた際に放出する




うに CDE 投与モデルと DDC 投与モデルにおいて障害される細胞種およびその細胞死の様
式に違いがあることから、DAMPs もまた異なる様式を示すと考えるのが自然である。
DAMPsの受け取り手はマクロファージや肝星細胞などが主で、DAMP受容細胞は細胞膜上
に DAMP 受容体を発現していることが確認されている 70。例えば実際の DAMPs の影響と
して代表的な病変のひとつに ECM の蓄積による線維化が挙げられる 71。ECM は Collagen
や Lamininなどの混成であるが、CCl4 (carbon tetrachloride) 投与による肝細胞死モデルと
DDC投与による胆管障害モデルを比べた際に、CCl4 モデルでは Elastinや Laminin β2
の発現が減少し Collagen Iや Collagen III等の発現が上昇しているのに対して、DDCモデ
ルの肝臓では Collagen IV や Laminin α1 などが発現上昇しており、肝臓内に存在する
ECM構成タンパク質の組成比が異なることが示されている 72。この現象は DAMPsの代表
的な要素として挙げられる deoxyribonuclease (DNase)、adenosine triphosphate (ATP)、









して、血球における TLR2 および TLR4 のそれぞれがグラム陰性細菌とグラム陽性細菌を
鑑別し、最適な戦略の選択に役立っているという報告がある 74。一般に ECMの組成の違い
は胎仔の発生や臓器形成に大きく影響し、細胞運命を決定づける重要な要素とされる 75–77。































発現が確認 78 されている。この細胞分画の中に LPC が含まれている可能性が高いことか
ら、LPCも肝星細胞やマクロファージと同じように DAMPsに応答する可能性（図 4.3）は






を強制的に引き起こさせ、その際に放出される DAMPsを LPCに投与することで in vitroで
の検証が可能であると考えられる。  






4.4. DAMPsによるマクロファージを介した Lu発現制御の意義 
第 4章 2節および第 4章 3節で Luの発現制御と DAMPsの関連性についての可能性を議論
した。そのうえで、マクロファージを介した Luの間接的な発現制御が最も合目的的な機序
として考えられるということについて本節で説明を行う。 









れている 80,81。マクロファージは TLRファミリーや Purine ionotropic (P2X) receptorsなどの
DAMPs パターン認識分子を発現する典型的な DAMPs 応答性の細胞であり、こうした機能
は貪食作用による死細胞の除去や外来生物・異種核酸の排除のために重要である。しかし、
マクロファージが多様な DAMPs 認識分子を備えているということは、すなわち DAMP パ











れている 82,83。特に Hul らの報告ではマクロファージの除去によって LPC が門脈域に局在
するようになり、さらにその形態が管腔を作る形に変化すると報告されている 82。この現象
は LPC における Lu の発現量が低いときの形質とよく似ていることから、マクロファージ
を介した LPCでの Lu発現量の調節が障害の種類に応じて行われている可能性は十分に考
えられる。 
この考え方の重要な点は、マクロファージから分泌される wingless-type MMTV integration 












4.5. 結論および Luの表現型に関する分子機序の考察 
Lu は障害の種類に応じてその発現量を変化させる新しい LPC マーカーであることを示し

















一方 Luの発現量が高い LPCである CELPのマーカーは Sca1+ , CD24+ , CD71+ , CD44+ であ
り、やはり既報の LPCマーカーを CELNと共通して発現することがわかった。このことか
ら CELNと CELPは非常に近縁の細胞であり、しかし同時に Luの発現量という点において
明確な差異を有する対照的な細胞であると言える。 
CELP の二次元培養におけるその形態は紡錘形 / 不定形であり、F-actin の染色像からアク
チンストレスファイバーおよび糸状仮足・葉状仮足の存在が認められることから一定の運
動能を有することが予想された。実際に CELN と CELP の運動能をスクラッチアッセイで
検証すると、CELPは CELNに比べて約 2.5倍の運動能を示した。さらに重要なことに CELN
に Luを強制発現 (CELN-Lu) させることで、その運動能は約 4.5倍程度まで上昇した。 
 
表 4.1.  Luを指標にして分取した LPCの性質 
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89,90。このリン酸化は Protein kinase C (PKC)によって行われることが報告されているが、PKC
による Fascin のリン酸化を正に制御する分子として ras-related C3 botulinus toxin substrate  
(Rac)  が報告されている 91。この報告によれば PKC による Fascin リン酸化は Rac 依存的
であるとされ、Racシグナルは仮足形成を解消させるのに十分な影響を及ぼし得る。この事
実を踏まえた上で、上皮細胞における Lama5と Racの関係について着目する。第 1章にて
ITGB1を介したシグナル伝達の様式が ECMの組成によって異なることを確認した。通常肝
臓内の ECM は Fibronectin や Laminin を含む多様なマトリクスの混成として存在する 92た
め、最終的な出力として現れる「ITGB1 シグナル」は各種 ECM の要素から ITGB1 に対し
て加わった刺激それぞれの総和であると言える。しかし Luは Lama5特異的にその機能を発
揮する分子であるから、第 1 章に提示した既知の Lu による ITGB1 への競合阻害効果は当
然 Lama5についてのみ発揮される（図 4.4、図 1.6）。  




ITGB1シグナルのうち、p130Cas経路は最終的に Rac1を、FAK経路は Rhoを活性化する 52
（図 4.4）。Rac1 は先述の通り糸状仮足の形成に負にはたらく。また、Rho の活性化はアク
チン重合の促進によってストレスファイバーの形成を促す。従って Lu が高発現するとき、
Lu による ITGB1 阻害効果は Rac1 の活性化を阻害する効果として現れることが推察され
る。さらに活性化 Rac1が Rhoの活性化を抑制する報告が複数あり 93–95、Luによる Rac1の
活性化阻害は Rhoの活性化にもつながり得る。先述の Rac依存的 Fascinリン酸化現象と合
わせると、CELNでは Lama5と Fnから ITGB1シグナルが伝達され Rac1の活性化が比
較的活発であるために直線的なアクチンストレスファイバーの形成が抑えられ、かつ仮足














居た環境からの脱出・次の場所への移動 / 進入・新しい環境への定着などが必要となる。 









在しているものと考えられる 87。この考え方に照らしながら CELNと CELPの F-actin染色
像を観察し接着分子の分布を考えると、CELPでは直線的なストレスファイバーの両端に斑
状に Integrinが分布し、移動の方向性に対応して前面・後面に効率よく配置されていると解
釈できる（図 4.5 b）。それに対して CELNは細胞の辺縁部に多量の短いアクチン線維が集積
している。そのそれぞれのアクチン繊維の端に Integrinが存在するならば、高い密度で細胞
の全周に非指向的に接着が行われていることになる（図 4.5 c）。以上のことから、CELNで
は Lama5 に対する ITGB1 の接着が強く行われる結果として移動に不利な状態にあり、







いて考える。Laminin と Integrin の相互作用は臓器・組織の発生に必要であることが示され
てきた 46–49。 Lamininと Integrinによる細胞への作用は多岐にわたることが予想され、その
中でも細胞が組織的に集合して正しい構造を作り上げる部分に重要であることが示唆され
ている 50,98が、具体的にどのような分子の振る舞いがその作用を実現するのか、その全体像
図 4.5. 細胞接着強度と発揮される運動能の一般的な関係 








細胞で Rac1の活性化が生じ、その活性が細胞極性の発現に必要であることを示している 46 。
従って図 4.4の図式を再び利用すると、CELNでは Lama5から ITGB1へシグナルが強く
伝達され Rac1の活性と管腔形成能を獲得するが、CELPでは Luによって Lama5由来の









れている報告は意外なほど少ない。また、Lama5 を軸として考えると、ヒトの ES 細胞 
(embryonic stem cell) の培養において多分化能の維持にはたらいている 99という報告や、腸
などの上皮細胞で発生に必須であり、Lama5 が存在しない場合 Wnt シグナルが破綻して細
胞の分化や構成がうまくいかない 100という報告がある。本論文では LPCの基本的な細胞機
能に着目することで、これまで知られていた障害の種類による解剖組織学的違いに対して
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